UNIVERSIDADE BRASIL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUCAO ANIMAL
CAMPUS DESCALVADO

VITOR FRANZIN SAGGIORATO

ANALISE DO CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DE
PROBIOTICOS NO LEITE

ANALYSIS OF GROWTH AND DEVELOPMENT OF PROBIOTICS
IN MILK

Descalvado — SP
2021



PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUCAO ANIMAL

UNIVERSIDADE
BRASIL

VITOR FRANZIN SAGGIORATO

ANALISE DO CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DE
PROBIOTICOS NO LEITE

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés-Graduacdo em Producao
Animal da Universidade Brasil, como parte
dos requisitos necessarios para obtencao do
titulo de Mestre em Producédo Animal.

Prof. Dr. Vando Edésio Soares
Orientador

Descalvado — SP
2021

Rua Trés de Dezembro, 38 - Centro - Sao Paulo - SP - Cep: 01014-

020




Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema de Bibliotecas da Universidade Brasil,
com os dados fornecidos pelo (a) autor (a).

Saggiorato, Vitor Franzin

S136a Andlise do crescimento e desenvolvimento de probidticos no leite / Vi-
tor Franzin Saggiorato. — Descalvado: Universidade Brasil, 2021.
52 f.:il. ; 29,5cm.

Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-Gradua-
¢do em Producdo Animal da Universidade Brasil, como parte dos requi-
sitos necessarios para obtencao do titulo de Mestre em Producéo Animal.

Orientador: Prof. Dr. Vando Edésio Soares

1. pH. 2. Temperatura. 3. Kefir. 1. Titulo.

CDD 660.28449




' UNIVERSIDADE
| BRASIL

CERTIFICADO DE APROVACAO .

Vitor Franzin Saggiorato

“ANALISE DO CRESCIMENTO E BESENVOLV!MENTO DE PROBIOTICOS NO
S LEITE”

T ra obtenf;ao do tltulo de Nlestre no
Programa de Pés Graduagao em Produt;ao_'_ Anin aI da Unwersndade Bra5|l peia. segumte-: i

banca exammadora

f. Dr. Luiz Arthur Malta Pereira
ima de Pos-Graduagfio em Producdo Animal

- ’Q“Wyxe’ :?wa
Dra Lur?a)ny Pompeo Ferraz
La boratonos E)RGDLABS

Presidente da Banc
Houve alteracao do Titulo: sim () ndo :

www.ub.edu.br




UNIVERSIDADE
BRASIL

Termo de Autorizacdo

Para Publicacdo de Dissertagdes e Teses no Formato Eletrénico na Pagina WWW do
Respectivo Programa da Universidade Brasil e no Banco de Teses da CAPES

Na qualidade de titular(es) dos direitos de autor da publicacio, e de acordo com a Portaria
CAPES no. 13, de 15 de fevereiro de 2006, autorizo{amos) a Universidade Brasil a
disponibilizar através do site hitp://universidadebrasil.edu.br/portal/cursos/ppgpa/, na
pagina do respectivo Programa de Pés-Graduacdo Stricto Sensu, bem como no Banco de
Dissertagbes e Teses da CAPES, através do site http://bancodeteses.capes.gov.br, a versio
digital do texto integral da Dissertacdo/Tese abaixo citada, para fins de leitura, impressdo
e/ou download, a titulo de divulgacio da producio cientifica brasileira.

A utilizacdo do contetido deste texto, exclusivamente para fins académicos e cientificos, fica
condicionada a citacdo da fonte.

Titulo do Trabalho: “ANALISE DO CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DE
PROBIOTICOS NO LEITE”

Houve alterago do Titulo: sim () nﬁo)((

Autor(es):

Discente: Vitor Franzin Saggiorato

Assinatura: ’\/{74?]%9807/@1@49

Orientador:  Prof. Dr: Vando Edésio Soares

Assinatura: A

Data: 30 de junho de 2021.

www.ub.edu.br



DEDICATORIA

Gostaria de dedicar o trabalho a familia, os quais me apoiam em todas as
guestbes (pessoais e profissionais). Aos colegas de trabalho que apoiaram a

pesquisa e contribuiram para sua realizacéo e desenvolvimento.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, aquele que nos da forca para sempre buscar o

crescimento. Que nos encoraja para sempre encarar novos desafios.

Agradeco a empresa Orgolabs Laboratérios Ltda., a qual disponibilizou seu
laboratério de microbiologia, equipamentos e materiais necesséarios. Também, a Dra.
Luriany (responsavel pelo laboratdrio), que contribuiu com seus conhecimentos e

habilidades para o desenvolvimento da pesquisa.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Vando, o qual contribuiu muito para a pesquisa e
auxiliou nos dados estatisticos.

Agradeco por fim ao Dr. Hélio Serra, uma pessoa que incentiva o estudo e a

pesquisa, nos fazendo buscar e adquirir novos conhecimentos.



RESUMO

Probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a saude do
hospedeiro, promovendo o balanco da microbiota intestinal. Quando administrado
nas quantidades adequadas, reduz os efeitos da intolerancia a lactose,
imunomodulag&o, protege contra microrganismos patogénicos, tem atividade
anticarcinogénica e regeneracdo hepatica. Seu uso na nutricdo animal vem sendo
pesquisado e é cada vez mais aceito, principalmente apds as restricdes do uso de
antimicrobianos. Foram avaliados os parametros de desenvolvimento de associacéo
simbidtica de bactérias e leveduras, ASBL (kefir), para otimizar sua producao. Como
substrato foi utilizado o leite integral tipo A e leite em p6 com concentracdes de 1, 2,
3, 4 e 5% de ASBL, com quatro repeticbes em camara de germinacgéo tipo BOD na
temperatura de 30°C por 24 horas. Foram avaliados o pH e o ganho de peso do
ASBL, rendimento de massa fermentada (kefiran) e de soro (kefiraride). Como
concluséo, para uma producdo em escala industrial, o0 mais indicado é fazer uso do
leite em p6é em uma concentracdo de 4% de ASBL, visto que a empresa em questao
(financiadora da pesquisa) apresenta uma dificuldade nos processos de transporte e

armazenamento do leite tipo A, o qual necessitaria de refrigeracao.

Palavras-chave: pH. Temperatura. Kefir.



ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms that provide health benefits to the host, promoting
the balance of the intestinal microbiota. When administered in smaller amounts, it
reduces the effects of lactose intolerance, immunomodulation, protects against
pathogenic microorganisms, has anticarcinogenic activity and liver regeneration. Its
use in animal nutrition has been researched and increasingly accepted, especially
after restrictions on the use of antimicrobials. Development parameters for the
symbiotic association of bacteria and yeasts, ASBL (kefir), were elaborated to
optimize their production. Type A whole milk and powdered milk with 1, 2, 3, 4 and
5% ASBL were used as substrate, with four replications in a germination chamber
type BOD at a temperature of 30°C for 24 hours. The pH and weight gain of ASBL,
yeast dough vyield (kefiran) and whey (kefiraride) were evaluated. In conclusion, for
an industrial scale production, the most suitable is to use powdered milk in a
concentration of 4% of ASBL, since the company in question (research funder)
presents a difficulty in the transport and storage processes of the type A milk, which

would need refrigeration.

Keywords: pH. Temperature. Kefir.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

A pesquisa buscou encontrar a melhor condicdo para o desenvolvimento da ASBL
em diferentes apresentacdes de leite, aferidas em 40 repeticbes submetidas a
diferentes concentracbes da ASBL estudada, condicionadas a uma temperatura de
30°C, o substrato que apresentou os melhores parametros produtivos foi o leite em

po, na concentracdo de 4% de ASBL para uma producédo em escala industrial.
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1 INTRODUCAO

O uso da biotecnologia na producéo animal avancou mais rapidamente do
que suas aplicacbes na producédo vegetal. Em todo o mundo, mais da metade de
todos os gastos com pesquisa e desenvolvimento em biotecnologia encontram-se no
campo da saude humana. No estagio experimental, um grande namero de drogas,
sondas diagndsticas, vacinas e assim por diante sdo frequentemente aplicados na
producdo animal antes de se tornarem disponiveis para uso por humanos (FREIRE,
2014).

Devido o aumento da conscientizacdo do consumidor sobre os beneficios
para a saude associados a alimentos especificos, o desenvolvimento de alimentos
funcionais ganhou atencéo especial de cientistas e industrias alimenticias. Alimentos
funcionais tém a capacidade de manter uma boa saude, além de fornecer nutricdo
essencial. HA& uma crescente consciéncia do papel dos micrébios intestinais na
saude humana, em termos de desenvolvimento intestinal, imunidade inata ou
digestdo de alimentos e protecdo do hospedeiro contra doencas (PERBELIN et al.,
2019).

Atualmente, a definicho mais aceita € a de que probidticos sao
microrganismos vivos que conferem beneficios a saude do hospedeiro, promovendo
o balanco da microbiota intestinal quando administrado nas quantidades adequadas,
reducdo dos efeitos da intolerancia a lactose, imunomodulacdo, protecdo contra
microrganismos patogénicos, atividade anticarcinogénica e regeneracdo hepatica
(SAAD, 2006 e DINIZ, 2003).

A ASBL (associacdo simbibtica de bactérias e leveduras), exemplo de
probidtico, € uma mistura complexa de lactobacilos, lactococos, leuconostoc,
estreptococos, leveduras e bactérias de acido acético. Expressam uma atividade
metabdlica simbidtica, contendo ainda vitaminas (A, B1, B2, B5, C e K), minerais e
aminoacidos, variando conforme o tipo de substrato em que ocorre a sua
fermantacao (ARSLAN, 2015).

Neste sentido, sabido dos beneficios, os probidticos séo utilizados na nutricdo
de animais ha mais de 50 anos. Contudo, 0s estudos envolvendo esses
microrganismos se tornaram mais recorrentes apos os regulamentos que proibiram o
uso de antimicrobianos como acédo de aditivos promotores de crescimento, o que

provocaria sérios danos econémicos (RAPOSO et. al, 2019).
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2 OBJETIVOS

O trabalho objetivou aferir o pH e os parametros produtivos (rendimento de
massa) em diferentes concentracdes de ASBL sob duas formas de apresentacdo de
leite em temperatura constante, visando estabelecer as melhores condi¢bes para a

empresa atingir uma producao em escala industrial.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PROBIOTICO

3.1.1 Definicéo

O termo "probiéticos" foi usado pela primeira vez por Lilly e Stillwell (1965)
para designar substancias promotoras de crescimento desconhecido produzido por
um protozoario ciliado que estimulava o crescimento de outro ciliado. O termo agora
cobre um grupo muito mais amplo de organismos (FAO, 2016).

Parker (1974) definiu os probidticos como “organismos e substancias que
contribuem para o equilibrio microbiano intestinal”, incluindo, assim, organismos
vivos e substancias ndo vivas. Fuller (1989) criticou a inclusdo da palavra
"substancias" e redefiniu os probidticos como "um suplemento alimentar microbiano
vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiro, melhorando seu equilibrio

microbiano intestinal.”.

3.1.2 Microrganismos probioticos

O leite fermentado normalmente tem sido mais utilizado pela industria para a
introducdo da microbiota probidtica em humanos, entretanto, no mercado atual
outros exemplos de produtos que abrangem microrganismos probidticos séo
encontrados: queijos, sorvetes, leite em po infantil, leite “sweet’ acidéfilo (COSTA et
al., 2013).

As espécies Lactobacillus e Bifidobacterium sdo mais utilizadas como
probidticos, porém encontram-se outras opcdes, como o Bacillus, Pediococcus,
Lactococcus e o fermento Saccharomyces. Durante milhares de anos as bactérias
acido-lacticas, como a espécie Lactobacillus, foram utilizadas para a conservacao de
alimentos por fermentacdo, podendo desempenhar uma funcéo dupla, podendo agir
como agentes fermentadores dos alimentos e gerar efeitos benéficos a saude
(WORLD GASTROENTEROLOGY ORGANISATION, 2011).

Apesar do numero especifico de microrganismos nao terem sido apontados
na definicAo de probidticos proposta pela World Health Organization (2006), a

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012), aconselha que o produto
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tenha quantidade minima viavel de bactérias nos alimentos probi6ticos, onde devera
ter entre a faixa de 10® a 10° unidades formadoras de coldnia (UFC) na
recomendacdo diaria do produto pronto para o consumo. Desde que seja

comprovada a sua eficacia, valores menores podem ser aceitos.

3.1.3 Mecanismo de acéao

Os principais mecanismos de ac¢do dos probidticos incluem o aumento da
barreira epitelial, aumento da adesdo a mucosa intestinal e inibicdo concomitante da
adesdo do patégeno, exclusdo competitiva de microorganismos patogénicos,
producdo de substancias anti-microorganismo e modulagcdo do sistema imunologico
(SAAD, 2006; BERMUDEZ-BRITO et al., 2012; LIMA, 2017).

3.1.4 Beneficios

Os probidticos ativam os macrofagos locais para aumentar a apresentacao
de antigenos aos linfocitos B e aumentar a producdo de imunoglobulina A (IgA)
secretora tanto local quanto sistemicamente. Ademais, modulam perfis de citocinas
e induzem hiporresponsividade a antigenos alimentares.

Além de benefiicios ndo imunolégicos, tais como: alterar o pH local para criar
um ambiente desfavoravel aos patdgenos, aumenta a funcéo da barreira intestinal,
estimula a producéo epitelial de mucina e modifica as toxinas de ordem patogénica
(WGO, 2011).

3.2 PREBIOTICO

3.2.1 Defini¢ao

Os prebiodticos sao ingredientes alimentares que ndo sao digeridos e sao
metabolizados por bactérias como bifidobactérias e lactobacilos, exercendo efeito
benéfico a saude do hospedeiro. Os mais utilizados comercialmente sao: inulina,

frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS) e lactulose, que podem
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ser produzidos enzimaticamente ou encontrados naturalmente em alguns alimentos

(aspargo, chicoria, tomate, mel, cebola, leite humano) (TEBERGA, 2017).

3.2.2 Mecanismo de acéao

Conduzem ao antagonismo de patdgenos potenciais, melhorando o ambiente
intestinal, fortalecendo a barreira intestinal, a regulacéo negativa da inflamacéo e a

regulacdo positiva da resposta imune a desafios antigénicos (WGO, 2011).

3.2.3 Beneficios

A associacdo econcomitante de prebidticos e probidticos e seu efeito
simbibtico, demonstram uma importante vantagem competitiva, pois favorece uma
adaptacdo do probidtico ao substrato prebiodtico. Alternativamente esse efeito
simbidtico pode ser direcionado as diferentes regides “alvo” do trato gastrintestinal,
os intestinos delgado e grosso (ROSELINO, 2012). O consumo de probiéticos e de
prebibticos selecionados apropriadamente pode aumentar os efeitos benéficos de
cada um deles, uma vez que o estimulo de cepas probidticas conhecidas leva a
escolha dos pares simbidticos substrato-microrganismo ideais (MAZUREK e
FREDERIGO, 2012).

3.3 SIMBIOTICO

Os simbidticos representam ingredientes e/ou alimentos que contém
probiodticos e prebibticos. Portanto, os simbidticos proporcionam acdo conjunta de
prebidticos e probidticos podendo ser classificados como suplementos dietéticos
funcionais que podem atuar juntos sobre a microbiota intestinal beneficiando a
saude do individuo. (WGO, 2011).

Existem dois tipos de abordagem simbiética (KOLIDA e GIBSON, 2011 apud
TEBERGA, 2017):
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Complementar: através do qual o probidtico é escolhido com base nos

efeitos benéficos desejados especificos no hospedeiro, e o prebidtico é
selecionado de forma independente para aumentar seletivamente as
concentracfes de microrganismos benéficos presentes na microbiota
intestinal. O prebidtico pode promover o crescimento e atividade do
probiético, mas apenas indiretamente.

7

Sinérgica: quando o prebidtico € escolhido especificamente para
estimular o crescimento e atividade da cepa probidtica selecionada.
Neste caso, 0 prebidtico € selecionado para ter uma afinidade mais
elevada para o probidtico escolhido e para melhorar a sua

sobrevivéncia e crescimento dentro do organismo hospedeiro.

3.4 KEFIR

3.4.1 Historico

O kefir € uma bebida lactea fermentada naturalmente carbonatada,
refrescante, com um sabor ligeiramente acido e textura cremosa. A palavra kefir se
origina da Turquia e significa boa satde ou bem-estar. E um dos produtos lacteos
fermentados mais antigos do mundo. A hip6tese da origem dos graos de kefir de
leite situados ha milhdes de anos e permitindo que colénias de bactérias e leveduras
(graos de kefir "selvagens") participem das defesas imunolégicas de seus
hospedeiros mamiferos por estarem presentes no proprio inicio de seu sistema
digestivo. Para transformar o leite em kefir, sdo necessarios grdos de kefir, que
contém microorganismos. O kefir € também conhecido como Kefyr, Kephir, Kefer,
Kiaphur, Knapon, Kepi ou Kippi (WGO, 2011)

3.4.2 Definicao

Os gréos de kefir consistem em uma mistura de bactérias de acido lactico,

leveduras e bactérias de acido acético. Os beneficios nutricionais do kefir estdo
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relacionados a nutrientes como carboidratos, proteinas, minerais e vitaminas. Os
efeitos a saude causados pelo kefir e seus produtos podem ser atribuidos a varios
componentes, como as bactérias e leveduras ja citadas, exopolissacarideos, acidos
organicos, antioxidantes e peptideos bioativos (ALMEIDA, 2018)

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, através do
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados define kefir

como.

Leite fermentado, adicionado ou ndo de outras substancias alimenticias,
obtidas por coagulacdo e diminuicdo do pH do leite, ou reconstituido,
adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, cuja fermentacdo se realiza
com cultivos de acido-lacticos elaborados com graos de Kefir, Lactobacillus
kefir, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e Acetobacter com
producdo de &cido lactico, etanol e didxido de carbono. Os graos de Kefir
sdo constituidos por leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces
marxianus) e leveduras ndo fermentadoras de lactose (Saccharomyces
omnisporus e Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus),
Lactobacillus casei, Bifidobaterium sp e Streptococcus salivarius subsp
thermophilus. Estabelece, ainda, que o0s microorganismos especificos
devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo
de validade com a contagem minima de 107 (ufc/g) de bactérias laticas
totais e de 104 (ufc/g) de leveduras especificas e de 0,5 a 1,5 de Etanol (%

v/im). (BRASIL, 2007, p.2).

Os beneficios a saude relatados com a utilizagdo do kefir incluem atividade
anticarcinogénica, antimutagénica, anti-inflamatéria, antimicrobiana, anti-hipertensiva
e antidiabética, efeitos da modulacdo imunolégica, maior utilizacdo da lactose e
efeitos hipocolesterolémicos (MANARINI, 2018)

3.4.3 Graos de kefir

Os graos de kefir (Figura 1) sdo uma massa gelatinosa, branca ou levemente
amarela, com uma textura fina, mas firme. Esses gréos apresentam uma estrutura
similar & pipoca ou couve-flor e um di@metro que varia de 0,3 a 3,5 cm. Ademais,
sua formulagdo contém bactérias acido-lacticas (Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc), bactérias acido-acéticas (Acetobacter) e leveduras misturadas com
caseina e agucares complexos presos numa matriz de polissacarideos. (PIETTA e
PALEZI, 2015; CARAZZATO, 2019).
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Figura 1 - Graos de kefir

Fonte: CARAZZATO, 2019.

Os graos de kefir contém aproximadamente 83% de agua, 4 = 5% de
proteinas e 9 + 10% de um polissacarideo chamado kefiran. Bactérias do &cido
lactico (BAL) sdo a maior populacdo nos graos de kefir acompanhadas por bactérias
do acido acético (BAA) e leveduras (LEITE et al., 2013). A microbiota complexa é um
exemplo de comunidade simbiética onde BAL (10® —10° ufc/g de gréo), leveduras
(10" —10® ufc/g de grdo) e BAA (10° —10° ufc/lg de grdos) compartiiham seus
bioprodutos como fontes de energia e fatores de crescimento microbiano (BENGOA
et al., 2018).

Para obter o kefir, os grdos sédo inoculados no leite em uma determinada
propor¢cdo e quando as bactérias e leveduras do grdo de kefir encontram as
condi¢bes adequadas (nutrientes, temperatura), o processo de fermentagcdo comeca
resultando em um aumento no numero de microrganismos e a producdo de
diferentes metabdlitos. Ao final desse processo, os graos de kefir que aumentaram
de massa podem ser recuperados do leite fermentado (separados por filtracdo) e
utilizados imediatamente em uma nova fermentacédo (subcultura) ou armazenados
em condicbes adequadas para serem utilizados como starters (BENGOA et al.,
2018).
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3.4.4 Comercializagao do kefir

No Brasil, a producdo do leite fermentado com grdos de kefir ainda €
predominantemente caseira, utilizando os gréos de kefir obtidos por doacdes, porém
em varios paises como RuUssia, EUA, Canada e Franca a producdo em escala
industrial & realizada com culturas starters liofilizada, obtendo assim, leites
fermentados mais padronizados (D'ANGELLIS e UBALDO, 2020).

Embora os investimentos na producdo de Kkefir industrial estejam mais
avancados internacionalmente, empresas brasileiras tém buscado inovagdes no
mercado de novos produtos de kefir. Uma empresa com sede no estado de Séo
Paulo desenvolveu um leite fermentado de kefir nos sabores lim&o, banana, frutas
vermelhas e o natural. O foco da empresa foi exclusivamente na produgéo de kefir,
atendendo a demanda de consumidores que buscam por alimentos funcionais, sem
lactose e saborosos. Em 2019, outra empresa no Sul do Brasil, langcou no mercado
uma nova bebida probidtica kefir nos sabores natural e na exdtica baunilha citrica,
ambos adocados com acUcar demerara. Ap0s 0 recém-lancamento do produto, a
empresa ja tinha alcancado 30% da previséo inicial das vendas (PAULA et al. 2019;
D'ANGELLIS e UBALDO, 2020).

O kefir faz parte da dieta humana em muitas partes do mundo como Sudoeste
da Asia, Leste e Norte da Europa, América do Norte, Japdo, Oriente Médio, Norte da
Africa e Russia devido a seus significativos valores terapéuticos e nutricionais. E
recomendado para lactantes acima de seis meses e o bifidokefir, que contém células
ativas de B. bifidum, provou ser mais eficaz do que o kefir tradicional na eliminagéo
de infec¢ao intestinal em criancas (SARKAR, 2007; PAULA et al. 2019).

O kefir tibetano, usado na China, é composto de Lactobacillus, Lactococcus e
levedura. Além disso, bactérias de acido acético foram identificadas no kefir tibetano,
dependendo da regido na China de onde foi obtido, além disso, sua composicdo
difere do kefir russo, irlandés, kefir de Taiwan, entretanto, sabe-se que essa
diversidade microbiana € responsavel pelas caracteristicas fisico-quimicas e
atividades biologicas de cada kefir (PRADO et al., 2015).
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3.4.5 Producao artesanal do kefir

Os gréos de kefir ttm condicbes de passar por fermentacdo em variados
alimentos, como leite de vaca, cabra, ovelha, bufala, extrato de soja, acUcar
mascavo, sucos de frutas, entre outros. A producdo da bebida ocorre diretamente
pelo acréscimo dos graos no substrato escolhido. Proliferam-se na medida em que
sao cultivados, resultando no aumento do tamanho, sendo fragmentado em novos
gréos que irdo manter o equilibrio microbiolégico presentes no gréo original. Seu
desenvolvimento depende de quanto o frasco de fermentacdo é agitado durante o
processo (SANTOS, 2012).

A producéo artesanal tradicional envolve a inoculacao direta do leite com uma
quantidade variavel de granulos. O leite cru é fervido, depois resfriado a cerca de 20-
25°C e inoculado com granulos de kefir de 2-10%. Depois disso, um periodo de
fermentacdo comeca entre 18-24 horas a 20-25°C. Ao final do processo de
fermentacdo, os granulos sdo peneirados e filtrados, pode ser reaproveitado para
nova fermentacdo ou armazenado em leite fresco (de 1 a 7 dias), enquanto a bebida
de kefir deve ser armazenada a 4°C, pronta para seu consumo (PALLARES, 2016).

Embora exista uma relacdo ideal entre os graos e o substrato da fermentacao
(1:30 a 1:50 (p/v) no caso do leite animal), na pratica, as medidas sdo feitas
empiricamente (ROSA et al., 2017).

Na fermentacdo, todos 0s microrganismos existentes nos graos de kefir
estardo ativos em fases distintas. Uma elevada acidez fornece boas condicdes para
crescimento e desenvolvimento de lactobacilos. Na fase de refrigeracdo, ocorre
maturacdo de leveduras, bactérias do acido acético e as produtoras de aroma, que
possuem um crescimento mais lento, limitando a sua vida de prateleira (CABRAL,
2014).

Quando o leite é usado como substrato, o kefir € semelhante ao iogurte.
Quanto maior o teor de gordura do leite, mais espesso e cremoso sera o kefir. Os
gréos de kefir podem aumentar de tamanho em até 2% do original para formar uma
nova biomassa, 0 que permite a produgcédo continua, uma vez que 0s graos podem
ser posteriormente adicionados a um substrato de fermentacéo.

Podem ser usados starter puro e cultura liofilizada, eliminando a etapa de
recuperacdo do kefir graos. O kefir pode ser consumido imediatamente apos a

separacdo dos gréos ou pode ser refrigerado para consumo posterior. Durante a
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etapa de resfriamento, a fermentacdo alcodlica leva ao acumulo de CO2, etanol e
complexo de vitaminas B. Essa etapa de maturacdo reduz o teor de lactose,
tornando o produto desejavel para consumo por individuos com intolerancia a
lactose e diabetes.

Beshkova et al. (2002) investigaram diferentes métodos de producéo de kefir.
No método tradicional, leite com 3% de gordura foi homogeneizado a 12,5-17,5
MPa, pasteurizado 92°C durante 15 minutos e em seguida resfriado a 22°C para
adicao do inoculo (3% de graos de kefir). Em seguida, a mistura foi incubada a 22°C
por 22 horas ou até atingir pH 4,7. Durante este periodo foram realizadas 3 a 5
agitacdes manuais. Apos a formacao do coagulo, resfriou-se lentamente o produto
final da fermentacédo até 10°C.

Os graos de kefir foram recuperados e lavados com agua destilada
esterilizada, com auxilio de uma peneira. Ao final do processo, 400 ml da bebida
fermentada foram distribuidos em garrafas de vidro e acondicionados a 4°C. O
grande diferencial em relacédo aos demais leites fermentados é que no kefir os graos
inoculados séo recuperados ao final do processo de fermentacéo

Kefir de agua, popularmente conhecido como “tibicos” em algumas regides do
mundo, € uma bebida fermentada tradicional produzida a partir de uma cultura
iniciadora adaptada para uma solucdo de sacarose, que por vezes € adicionada de
diferentes frutas secas (tradicionalmente, o figo) ou frutas frescas no processo de
fermentacdo da bebida. A fermentacdo possui duracdo média de 24 a 48 horas, em
temperatura em torno de 30°t40°C e, como consequéncia, obtém-se uma bebida
com caracteristica turva e carbonatada. Dependendo do tipo de acUcar utilizado na
fermentacao, a cor final da bebida varia entre o caramelo e amarelo claro. O agucar
€ consumido durante a fermentacéo pelas leveduras, tornando o produto pobre em
acucar, com sabor e aroma &cido, refrescante e levemente alcod6lico (GULITZ et al.,
2011).

A Figura 2 pode ser observado o fluxograma de producéo do kefir de agua e

de leite, apresentado por Almeida (2018).



Figura 2 - Fluxograma de producéo do kefir de agua e de leite
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De acordo com estudos (GARCIA et al., 1984; SARKAR, 2008) a composi¢cao
fisico-quimica do kefir pode variar conforme a idade dos gréos, as matérias-primas

utilizadas, a microbiota e a tecnologia utilizada no processamento. As principais

caracteristicas do kefir tradicional sdo de 89-90% de umidade, 0,2% de lipidios,
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3,0% de proteina, 6,0% de acucar, 0,7% de cinzas. Quando fresco, apresenta as
seguintes caracteristicas: pH de 4,50; cerca de 8,18 g/L-* de &cido lactico; alcool de
0,25% (m/m) e CO2 de 1,05 g/L™.

Além disso, o kefir contém diversos compostos com propriedades aromaticas
tais como: acetaldeido, diacetil, acetona, acetato de etilo, butanona, &cidos piravico,
aceético, propibnico e butirico. Os compostos aromaticos no kefir tradicional fresco
contém: acetaldeido de 9,10 pg™; acetona de 0,60pg™; acetato de etilo de 0,02 pg*;
butanona de 0,06 pg™; diacetil de 1,08 pg™; etanol de 2998,0 pg™. (GARCIA et al.,
1984)

O kefir acondicionado a 4°C por 21 dias apresentou redugdo nas
concentragbes de etanol de 0,08%, acetaldeido de 11 pg/g e um declinio em
acetoina de 16 ug/g. Entretanto, diacetil ndo foi detectado durante a fermentacao ou
acondicionamento (GARCIA et al., 1984; SARKAR, 2008; BESHKOVA et al., 2002;
CABRAL, 2014).

Weschenfelder et al. (2011) ao analisarem as caracteristicas fisico-quimicas e
sensorial de kefir tradicional e derivados provenientes da fermentacdo de grdos de
kefir com diferentes concentracdes de leite, verificaram que houve diferenca
significativa nos valores de pH. A fermentagéo do kefir no leite se deu em 24 horas a
25°C e a maturacdo em 6 dias a 7 °C.

A média dos valores de pH encontrados variaram de 3,60 a 3,79. Em relacdo
a acidez (°D), os autores verificaram que houve diferenca entre as amostras
analisadas. A média dos valores encontrados variou entre 141,95 a 266,98. De
acordo com os autores os valores de acidez encontrados ficaram acima do que é
estabelecido pela legislacdo (WESCHENFELDER et al. (2011)

Leite et al. (2013) ao analisarem as caracteristicas fisico-quimicas do kefir
fermentado em leite ap6s as 24 horas de fermentacdo até 28 dias de
armazenamento, verificaram que os valores do pH declinaram progressivamente
enquanto os valores de acidez aumentaram durante a estocagem. Como
consequéncia da producdo de acidos, o pH que inicialmente era de 6,55, ao final do
periodo de analise chegou a 4,31. Nas primeiras 24 horas apos a fermentacao, a
producdo de acido latico foi de 7,38 mg/L, enquanto que no final do periodo de

estocagem, 28 dias, a producgéo de acido latico foi de 9,54 mg/L.
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3.5.3 Microbiolégicas

Os gréos de kefir possuem composicdo microbiolégica pouco controversa.
Vérios relatos mostram que a microbiota dos gréos de kefir dependem muito da
origem dos graos, dos processos de producdo, estocagem e condi¢cbes de cultivo
(GARROTE et. al., 2001).

Carvalho (2011) e Almeida (2018) apresentam na tabela 1 os microrganismos
encontrados no kefir citados na literatura, citados no estudo de Silva (2019).

Tabela 1 - Microrganismos encontrados no kefir descritos na literatura.

Referéncias Micro-organismos isolados e identificados

Bactérias acido-acticas:
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Lactobaciilus kefin
Lactobacillus acidophilus
Lactococcus lactis subsp. cremornis
GARROTE et. al.(2001), Lactobacillus brevis
WITTHUNN et. al. (2005), Lactobacillus viridescens
SARKAR (2007), Lactobacillus gasseri
CHEN et. al. (2008), Lactobacillus fermentum
JIANZHONG et. al. (2009). Lactobacillus casei

Lactobacillus helveticus
Lactococcus lactis subsp lactis
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus kefirgranum
Lactobacillus parakefir
Streptococcus thermoplilus
Enterococcus faecalis
Lactobacillus plantarum
Leuconostoc mesenteroides

Leveduras:
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces delbrueckii
Saccharomyces unisporus

Torulopsis holmif
Candida holmii
Torulaspora delbrueckii
Candida holmii
Torulaspora delbrueckii

MARSHALL et. al. (1984)
GARROTE et. a/.(2001),
SARKAR (2007),
JIANZHONG et. al. (2009).

GARROTE et. a/.(2001)

Torulaspora delbrus
Candida friedricchii
Candida kefir
Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces marxianus
Pichia fermentum
Zygosaccharomyces rouxii
Debaryomyces hansenii
Kazachstania unispora
Kazachstania exigua

Bactéria acido-acética:
Acetobacter aceti

Fonte: Carvalho (2011) e Almeida (2018) apud Silva (2019)
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3.5.2 Nutricional

O kefir apresenta grande quantidade de vitaminas Bl, B12, calcio,
aminoécidos essenciais, acido fdlico e vitamina K, apresentando também niveis
consideraveis de biotina, no caso, a vitamina B que auxilia na assimilagdo de outras
vitaminas do complexo B, tais como &cido folico, acido pantoténico e vitamina B12.
As vantagens das vitaminas do complexo B sdo muitas, dentre elas: regulacdo dos
rins, figado e sistema nervoso e tecidual, aumento de energia e promocdo da
longevidade. Portanto, o kefir contém vitaminas, minerais e proteinas de fécil
absorcdo que sdo essenciais na manutencdo das funcdes do corpo (ALMEIDA,
2018).

A tabela 2 apresenta a composicéo nutricional do kefir (RIBEIRO, 2015 apud
SILVA, 2019).

Tabela 2 - Composicao nutricional do Kefir

Atributos nutriionais Componentes nutricionais Concentracao 100 g
Vitamina B1 <1,00
Vitaminas (mg) Vitamina B2 <0,50
Vitamina B5 0,30
Treonina 0,18
Lisina 0,38
Valina 0,22
Aminoécidos (g) Isoleucina 0,26
Metionina 0,14
Fenilalanina 0,23
Triptofano 0,07
Minerais
Potassio 1,65
Calcio 0,86
Macro elementos (g) Magnésio 1.45
Fésforo 0,30
Cobre 0,73
Zinco 9,27
: Ferro 2,03
Micro elementos (mg) Manganés 1,30
Cobalto 0,02
Molibdénio 0,03

Fonte: Ribeiro (2015) apud Silva (2019)
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3.6 TERAPEUTICAS

O consumo do kefir sempre foi associado a beneficios a saude, incluindo
propriedades fisiol6gicas, profilaticas e terapéuticas. Pesquisas mostraram a
utilizacdo do kefir para reduzir os sintomas de intolerancia a lactose, estimular o
sistema imunolégico e diminuir o colesterol. Além disso sédo atribuidos ao kefir
propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas. Por se tratar de um alimento
lacteo funcional, o kefir tornou-se foco de estudos. Alguns dos efeitos benéficos para
a saude podem estar associados as mudancas bioquimicas que ocorrem no leite,
como a producdo de acidos organicos e peptideos bioativos produzidos durante o
processo de fermentacdo e da diversidade da microbiota que atuam de forma
independente ou em cooperacao (ALTAY et al., 2013; MORE, 2019).

3.6.1 Estimulacéo do sistema imune

De acordo com Vinderola et al. (2005) a imunidade inata que protege contra
patdgenos nos tecidos e na circulacéo € a primeira linha de defesa na reac¢édo imune,
onde os macréfagos tém um papel critico no direcionamento do destino da infeccao.
Recentemente, foi demonstrado que o kefir modula a resposta imune em
camundongos, aumentando o numero de células IgA + na mucosa intestinal e
brébnquica e a atividade fagocitica de macrofagos peritoneais e pulmonares. Os
pesquisadores concluiram que diferentes componentes do kefir possuem um papel
in vivo como substancias bioterapéuticas orais capazes de estimular as células
imunes do sistema imune inato.

Pesquisa de Carisi et al (2015) informa que no kefir, bactérias e leveduras
existem em associacdo simbidtica e contribuem para propriedades benéficas. Os
pesquisadores demonstraram a capacidade do kefir de modular a resposta imune da
mucosa em camundongos. Alguns efeitos imunologicos foram atribuidos a formacéao
de peptideos bioativos durante a fermentacdo do leite e também & producédo de
exopolissacarideos como o kefiran. Comprovaram também que a administracéo de

L. kefiri CIDCA 8348 a camundongos n&do apenas diminui a expressao de
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mediadores pré-inflamatorios, mas também aumenta as moléculas anti-inflamatorias

nos sitios indutores e efetores do sistema imunologico do intestino.

3.6.2 Espectro antibacteriano

Estudos relatam que as bactérias acido lacticas dos graos de kefir produzem
bacteriocinas e o proprio kefiran, que sdo substadncias com propriedades
antimicrobianas (RODRIGUES et al., 2005; WESCHENFELDER et al. 2009).

Pesquisas afirmam que a atividade antibacteriana do kefir contra diversos
patdgenos atribui-se a producdo de metabdlitos como os acidos organicos (acidos
lactico e acético), peroxido de hidrogénio, didxido de carbono, etanol, diacetil e
peptideos (bacteriocinas) produzidos pelas BAL, BAA e leveduras durante a
fermentacao (FARNWORTH, 2005; SARKAR, 2007; ALMEIDA, 2018).

Garrote et al. (2000) afirmam que as concentracdes de acido lactico ou acido
lactico mais acido acético encontrados no kefir apresentaram atividade inibitoria
contra Escherichia coli, concordando com o estudo de Czamanski et al. (2004)
informando que o kefir tem um maior efeito bacteriostatico contra bactérias Gram-

negativo, mas melhor efeito bactericida contra Gram-positivo.

3.6.3 Kefir e intolerancia a lactose

A intolerancia a lactose pode ser devida de fatores genéticos. Em individuos
com ndo persisténcia de lactase, a lactose dietética ndo € ou € incompletamente
dividida pela lactase intestinal, e a lactose residual é fermentada pela microbiota,
resultando em sintomas abdominais como diarreia, desconforto abdominal e
flatuléncia.

Um anico limiar de lactose para todos os individuos com intolerancia a lactose
nao pode ser determinado devido a grande variacdo nas tolerancias individuais.
Sintomas de intolerancia a lactose foram descritos apos ingestdo de menos de 6 ¢
de lactose em alguns individuos, e 0 uUnico tratamento satisfatorio da intolerancia a
lactose é uma dieta com contetdo reduzido de lactose (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY-EFSA, 2010, MARTINS et al., 2012).
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A adicado do kefir na dieta de paciente intolerantes auxiliou na reducao de
sintomas, uma vez que 0S microrganismos presentes no kefir vao metabolizar a
lactose, tornando-a toleravel para o organismo que nao consegue metaboliza-la
(MARTINS, 2012).

3.6.4 Atuacao no trato gastrintestinal

Estudos envolvendo probidticos em atletas demonstraram manutencdo da
funcdo gastrointestinal e da saude, atenuacdo dos efeitos imunossupressores,
suscetibilidade reduzida a doencas, resisténcia aumentada a infeccbes do trato
respiratério superior e permeabilidade intestinal reduzida (GLEESON et al., 2011;
LAMPRECHT et al., 2012).

Pesquisa de O'Brien et al. (2015) informa que os efeitos do kefir na saude
intestinal e no bem-estar geral dos atletas na reducdo e prevencdo do aumento

acentuado nos niveis de marcadores inflamatorios.

3.7 PROBIOTICOS EM ANIMAIS PRODUCAO

De acordo com Monferdini e Duarte (2010), os probioéticos tém sido utilizados
como uma alternativa ao uso de antibidticos na dieta de suinos. A ingestao dos
probioticos é feita na forma de preparacdes farmacéuticas como capsula ou saché,
ou de alimentos fermentados como iogurte ou leite "acidofilus" ou também
suplementados com leite em p6 adicionado de células vivas. Para aves o0s
probiéticos sao atualmente utilizados com a finalidade de: auxiliar no ganho de peso,
reduzir ou eliminar o uso de antibiéticos na alimentacdo, estimular a atividade
imunoldgica, entre outros.

Nas palavras de Menegon (2020), O uso de probioticos esta de acordo com
tendéncias naturalistas do mercado. A perspectiva € de um aumento consideravel na
sua utilizacdo entre bovinocultores nos proximos 10 anos, visto instrucdes
normativas internacionais que pregam a redugdo do consumo de antibioticos na

criagdo animal. Cabe ao produtor rural brasileiro estar atento as novas tecnologias e
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tendéncias do mercado e partir na frente na utilizacdo das inovacdes nos seus

sistemas de criagé&o.

3.7.1 Probidticos para animais de corte

Ultimamente, as organizacfes de pesquisa e as industrias de nutricdo tém
trabalhado nos efeitos da suplementacéo alimentar para melhorar o crescimento dos
animais. Entre os suplementos mais estudados estdo os probioticos, prebidticos e
simbitticos que foram testados em varios animais ndo ruminantes (BRITO et
al.,2013).

A identificacdo de probidticos adequados pode ser o proximo passo para
diminuir o risco de doencas intestinais e reduzir distarbios microbianos especificos,
bem como demonstrar seu papel no desempenho da producdo de animais,
seguranca e salubridade da carne de animais evidenciando a protecdo do
consumidor. Os mecanismos de acdo dos probidticos incluem a inibicdo do
crescimento do patdgeno por competicdo por fontes nutricionais e sitios de adeséo,
secregdo de substancias antimicrobianas e inativagdo de  toxinas.
Consequentemente, o principal interesse na aplicacdo de probiéticos tem sido a
prevencdo e o tratamento de infec¢cdes gastrointestinais e doencas diarreicas em
animais associadas a antibiéticos (AHASAN et al., 2015).

Rasteiro et al. (2007) através de estudos com bovinos machos criados em
sistema de pastejo extensivo no periodo da seca, verificaram que os animais que
receberam mistura mineral proteinada com probidtico, tiveram aumento significativo
(P < 0,01) no ganho de peso de 13.35 kg (19.45%) em relacdo ao grupo de animais
gue receberam apenas mistura mineral proteinada.

Na suinocultura, o experimento de Junqueira et. al (2009) faz uma
comparacao entre sete dietas em animais nas fases de creche, crescimento e
terminacdo. Os melhores resultados foram presentes na dieta chamada de
“simbidtica” (prebidtico + probidtico), na qual os animais foram 8,23% mais eficientes
na transformacdo do alimento em ganho de peso. A utilizacdo de aditivos como
promotores de crescimento ndo compromete as caracteristicas de carcaca e a
morfometria intestinal dos animais, mostrando ser uma alternativa viavel ao uso de

antibiéticos na ragéo.
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Huaynate et. al (2006), demostra a partir de uma comparacgéo entre quatro
dietas, que o tratamento de leitdes suplementados com probioéticos em uma
quantidade de 200 pmm, a incidéncia de diarreia foi de 12% enquanto no grupo

controle (O pmm) obteve-se uma ocorréncia de 31% como mostra o grafico a seguir.

Figura 3 - Incidéncia de diarréia de leitbes alimentados com dietas contendo

diferentes niveis de probiotico, avaliados durante 21 dias pés-desmame.

J1b
—t

Incidéncia de
diarréia (%)
~
-

p

Probidtico (ppm)

Fonte: Huaynate et. al (2006)

3.7.2 Probidticos para animais leiteiros

Abe et al. (1995) estudaram o desempenho de bezerros suplementados com
probiodticos administrados via sucedaneo do leite (Bifidobacterium pseudolongum, B.
thermophilus, Enterococcus faecium e Lactobacillus acidophilus). A utilizacdo de
probiéticos melhorou o ganho de peso corporal total, 31,4kg e 25,4kg, e a conversao
alimentar, 2,08kg e 2,37kg, observados nos grupos experimental e controle,
respectivamente.

Em uma pesquisa semelhante, Neto et. al (2014) avaliaram bezerros
holandeses suplementados com probidtico no aleitamento (1-6 semanas) e pos-
aleitamento (7-12 semanas). O consumo de concentrado e feno n&ao variou conforme
o tratamento, porém comprovou-se que o uso do aditivo resulta em uma melhor
conversdo alimentar, consequentemente em um maior ganho de peso, como

demostra a figura 4.
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Figura 4 - Peso vivo e ganho de peso diario de bezerros suplementados com e sem

probidtico.
Tratamentos
Controle Probiotico
Peso vivo, kg
6* semana 54 53 58,82
12 semana 88,57 97,97
GPD?, kg/dia
1-6 semanas 0,332 0,421
7-12 0,801 0,931
semanas

Fonte: Neto et. al, 2014

Gibson et al. (1997) relataram que a utilizacdo de probidtico pode alterar a
ingestdo de alimento e o ganho de peso, melhorar a digestdo da lactose e a
motilidade do trato gastrintestinal, estimular as defesas imunoldgicas e,
consequentemente, melhorar o desempenho e a saude dos bezerros.

3.7.3 Probidticos para aves

Na avicultura industrial um dos principais desafios é o controle das
salmoneloses, que resultam em prejuizos e infec¢des alimentares quando ha o

consumo de ovos ou carnes contaminadas.

A atividade dos probidticos fornece bases cientificas associadas ao aumento
da funcéo protetora contra microrganismos patogénicos em galinhas jovens (LEE et
al., 2010; VALENTIM et al., 2017).

Em 2006 a Unido Europeia proibiu o uso de antibiéticos promotores de
crescimento, pois € sabido os riscos que podem trazer, como a resisténcia
bacteriana. No Brasil em 2018 o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), abordou em uma normativa a intencdo de proibicdo do uso de
antimicrobianos promotores de crescimento, sendo assim, é crescente o numero de

estudos que abordam o uso de probiéticos (RAPOSO et. al, 2019).

Na revisdo de Garcia e Gomes (2019) séo citados trabalhos que fazem o uso

de probidticos e/ou prebidticos na alimentacdo de aves. A utilizacdo de bactérias
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probibticas permite uma condicdo de equilibrio da flora saudavel, impedindo o
desenvolvimento de Escherichia coli, Clostridium sp, Salmonella sp, entre outros, o
que leva ao crescimento de bactérias benéficas, as quais produzem &acidos
organicos como latico, acético e butirico. A simbiose melhora a digestibilidade das
proteinas, aminoacidos e melhora a absor¢cdo de energia da dieta, aumenta a
atividade da fitase bacteriana, diminui a mortalidade embrionaria, melhora a
producdo de ovos e a quantidade de ovos férteis em matrizes, diminui 0 surgimento

de neoplasias, aumentando a imunidade das aves.

3.8 KEFIR NA ALIMENTACAO DE ANIMAIS DOMESTICOS

Apesar de ndo haver bases cientificas concretas, o kefir tem sido
administrado para animais domésticos de uma forma artesanal por seus tutores, em
especial, cées e gatos.

Torres (2019) apresenta o caso de um Cca0 que comecou a apresentar
problemas intestinais, como diarreia e vomitos regulares, e apds exaustivos meses
com remédios sem que 0s veterinarios conseguissem descobrir a causa, a dona do
animal decidiu fornecer kefir de leite para ele, notando uma recuperacédo total do
animal. O mesmo autor recomenda misturar o kefir na alimentacdo de caes, a fim de
complementar sua dieta e até mesmo solucionar problemas gastricos, que sao

estabilizados ap0s o fornecimento constante de kefir na dieta.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL

Toda a pesquisa foi desenvolvida no laboratério de microbiologia da Orgolabs
Laboratorios Ltda., empresa localizada na cidade de Descalvado — SP.
A Orgolabs é uma fabrica de minerais organicos (quelatos) que atua
fornecendo seus produtos como matérias-primas para trés linhas, sendo elas:
e Humana: industrias farmacéuticas e farmacias de manipulacao;
e Veterinaria: formulacéo de racdes, premix, sais minerais.
e Agricola: adubos e fertilizantes
A empresa busca o constante desenvolvimento de produtos que atendam as

novas tendéncias do mercado.

4.2 ASBL

A cultura “ASBL” utilizada € de dominio da empresa, sendo mantida
congelada a -20°C. Para o experimento a mesma foi descongelada em temperatura
ambiente e ativada em leite pasteurizado tipo A.

Apbs a cultura ser ativada, os grdos/sementes foram coados em uma peneira
fina e submetidos a uma segunda fermentacdo em diferentes concentracées em

béqueres contendo 100 ml de leite tipo A ou leite em pé.

4.3 LEITE

Foi utilizado no experimento o leite tipo A da marca Agrindus, produzido na
Fazenda Santa Rita em Descalvado — SP.

O leite em p6 usado foi da marca Itambé, seguindo as recomendacdes de
preparo fornecido pelo fabricante: 120 gramas de leite em pé / 1 litro de agua
potavel.
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4.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental do ensaio foi estabelecido nas concentracfes
de 1%, 2%, 3%, 4% e 5% de graos, com quatro repeticbes para cada, na
temperatura de 30°C e nos dois tipos de leite. Sendo assim, obtém-se 20 amostras
para cada tipo de leite, totalizando 40 amostras, conforme a Tabela 3.

Tabela 3 - Concentracdes de ASBL e volume de leite

Volume Leite em mL

ASBL [ ] Repeticoes A Em Po
1% 4 100 100
2% 4 100 100
3% 4 100 100
4% 4 100 100
5% 4 100 100

Os graos foram pesados em balanca semi-analitica, tiveram seu peso
registrado e foram colocados no meio fermentativo. Logo apds, a mistura (grédo +
leite) foi agitada e teve seu pH aferido, seguindo para uma camara do tipo BOD por

24 horas na temperatura determinada, podendo variar + 2°C.

4.6 AFERICOES DOS PARAMETROS

Passado as 24 horas, as amostras foram homogeneizadas e seu pH foi
medido novamente.

Os graos foram retirados do meio fermentativo e depois de secos em discos
de papel e foram pesados novamente. O fermentando foi coado em filtros (do tipo
reutilizavel, para coar café) por mais 24 horas, separando a massa fermentada
(chamada kefiran) do soro (kefiraride), e foi registrado seu peso e volume
respectivamente.

Portanto, foi possivel obter: os valores de pH, peso dos grdos ASBL (inicial e
final), ganho de massa e volume de soro.

A figura 3 apresenta o esquema seguido no experimento.



Figura 5 - Esquema seguido no experimento
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4.7. ANALISE DOS DADOS

Os dados experimentais atenderam as prerrogativas de normalidade,
homogeneidade de variancias e andlise de residuos sendo analisados em um
delineamento inteiramente casualizado e as médias obtidas nas diferentes
concentracbes foram confrontadas pelo teste t Student ao nivel de 95% de
probabilidade. O processamento dos dados foi efetuado utilizando o software
Statistica, versao 12 (StatSoft, Inc., 2014).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serao discutidos a partir das proximas tabelas apresentadas.

Na tabela 4 é possivel observar a reducdo nos valores de pH, o que indica a
ocorréncia da fermentacdo. A mistura se torna mais acida na medida em que a
concentracdo aumenta. Sendo mais nitida nas amostras do leite em po, em que 4 e

5% sédo os menores indices, diferindo das demais e que nao diferem estre si.

Tabela 4 - Resultados das comparacbes multiplas dos potenciais
hidrogenionicos (pH) observados nas diferentes concentragdes de Leite (tipo A
e po) nas fases inicial e final mantidos a 30°C. Universidade Brasil, Campus
Descalvado, SP, Brasil, 2020.

pH / Médias e Desvios Padrfes*

Concentracéao Leite — .
Inicial Final
1% 6,585 = 0,031 Aa 5,083 + 0,122 Ab
2% 6,615 = 0,019 Aa 4,985 + 0,103 ABb
3% A 6,583 + 0,015 Aa 4,620 + 0,193 BCb
4% 6,563 = 0,010 Aa 4,355 + 0,236 CDb
5% 6,545 = 0,010 Aa 4,173 + 0,162 DEb
1% 6,470 = 0,014 Aa 4,878 + 0,101 ABb
2% 6,428 = 0,026 Aa 4,810 £ 0,159 ABb
3% PO 6,398 = 0,022 Aa 4,390 + 0,248 CDb
4% 6,380 + 0,067 Aa 3,860 = 0,454 Eb
5% 6,343 = 0,054 Aa 3,948 = 0,043 Eb

*. Valores seguidos pela mesma letra, mailscula na coluna e mindscula na linha, nao diferem
entre si pelo teste t (p=0,05)
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Uma pesquisa bem semelhante, apresentada por Rodas Huaman (2019),
também tem amostras submetidas a temperatura de 30°C, porém nas concentracdes
de 5, 10 e 15%. A mesma reducdo de pH é observada, sendo maior nas
concentracfes mais altas.

Para os pesos das sementes em gramas (inicial e final), ndo se obteve um
resultado final que apresentasse uma diferenca significativa do inicial. Entretanto,
nota-se que para as concentracdes de 1 e 2% em leite tipo A, 0 ganho de massa é

superior aos demais, com relevancia considerando o desvio padrdo positivo.

Tabela 5 — Resultados das comparac¢des multiplas dos pesos das sementes
de kefir observados nas diferentes concentracdes de Leite (tipo A e pd) nas
fases inicial e final mantidos a 30° C. Universidade Brasil, Campus
Descalvado, SP, Brasil, 2020.

Semente / Médias e Desvios Padrdes*

Concentracéo Leite — :
Inicial Final
1% 1,022 + 0,031 Ea 1542 + 0,430 FGa
2% 2,041 = 0,031 Da 2,638 + 0,421 DEa
3% A 3,043 + 0,031 Ca 3,323 + 0,070 BCa
4% 4,039 + 0,024 Ba 3,539 + 0,309 Ba
5% 5,060 = 0,030 Aa 4,713 + 0,250 Aa
1% 1,059 + 0,036 Ea 1,117 + 0,168 Ga
2% 2,067 = 0,006 Da 2,103 + 0,120 EFa
3% PO 3,061 + 0,026 Ca 2,766 + 0,312 CDa
4% 4,044 + 0,012 Ba 3,730 + 0,415 Ba
5% 5,036 + 0,018 Aa 4,755 + 0,476 Aa

*: Valores seguidos pela mesma letra, mailscula na coluna e mintscula na linha, nao
diferem entre si pelo teste t (p=0,05)

Na tabela 6, os resultados mostram o peso do kefiran em gramas e o volume
de soro em ml.

Objetivando, o uso do kefir para a aplicacdo em nutricdo de animais e/ou
humanos, a concentracdo de 2% no leite tipo A tem um excelente resultado, sendo
que dos 100 ml de leite que havia inicialmente, praticamente metade resultou em
uma massa fermentada.

Contudo, para produgdo em uma escala industrial, a utilizacéo de leite em po
se torna mais facil e viavel, pois € dispensavel a refrigeracdo (como acontece no

leite tipo A) e sua logistica é mais simples. Portanto, para o leite em p6, apesar dos
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nameros serem bem proximos, os melhores indices sdo aqueles que ficam entre as

concentracoes de 3 e 4%.

O soro por sua vez, apresenta uma relagao “inversamente proporcional” ao

kefiran, assim os valores séo superiores nos testes com leite em po.

Este produto, ndo menos importante, é rico em proteinas e tem baixo teor de

gordura, podendo compor bebidas de alto valor nutricional. (DE JESUS, 2019)

Tabela 6 - Resultados das comparacfes multiplas da parte solida (kefiran) e
liquida (kefiraride) do kefir observados nas diferentes concentracdes de Leite
(tipo A e po) obitidos a 30° C. Universidade Brasil, Campus Descalvado, SP,

Brasil, 2020.
) Kefir / Médias e Desvios Padrdes
Concentracéo Leite - —
Kefiran Kefiraride
1% 27,248 + 7,908 CDE 68,500 + 15,716 A
2% 46,335 + 3,709 A 40,500 + 3,317 F
3% A 31,040 £+ 1,177 C 51,000 + 1,414 CDE
4% 32,982 + 2,456 B 49,500 £+ 1,000 DE
5% 31,434 £+ 2,019 C 47,000 + 2,449 EF
1% 17,978 + 0,687 F 70,500 £+ 0,577 A
2% 21,966 + 1,357 EF 60,250 + 1,258 B
3% PO 25,328 + 1,139 CDE 62,000 + 4,082 AB
4% 27,470 £ 0,990 CD 56,250 + 3,775 BCD
5% 23,166 + 9,785 DEF 58,000 + 1,414 BC

A figura 4 a seguir, mostra algumas das amostras do experimento, sendo que

do lado esquerdo esta a massa fermentada e do lado direito o soro.

Figura 6 — Kefiran e Kefiraride

& 8

Fonte: Autoria propria
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6 CONCLUSAO

Conclui-se neste trabalho, a partir dos parametros aferidos, que para a uma
producdo caseira de kefir, os niveis de concentracdo de grdos devem ser prOXimos
de 2% em leite tipo A. Ja para a industria, o objetivo aqui ja citado, deve-se trabalhar
com a concentracdo entre 3% e 4%, sendo que mais proximo de 4% a fermentacao
do meio pode ser mais rapida na temperatura de 30°C, sendo entéo a indicada para
a producéo da empresa.

Como sugestdes de pesquisas futuras seria a realizacao de testes com outras
temperaturas para avaliar as alteracbes no desempenho da ASBL e buscar

aplicacdes para o soro resultante da fermentacéo.
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